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1. Bezeichnung der Erfindung 

Biotechnologisches Reaktionssystem zur Kultivierung von adharenten Zellkulturen 
oder Geweben kleiner Volumina 



2. Einleitung 

Die Erfindung bezieht ' sich auf ein biotechnologisches Reaktionssystem zur 
Kultivierung von adharenten Zellkulturen oder Geweben, in einem zylindrischen 
konischen oder frei geformten mehrteiligen Halter fur massive, porose oder 
partikulare Tragermaterialen mit variabler Formgebung und der Moglichkeit der 
gleichmaSigen regelbaren Durchstromung mit Kulturmedium zur Versorgung der 
Zellen. Sowie der geregelten Begasung und geregelten kontinuierlichen Perfusion 



3. Stand der Technik 

Im Bereich des Tissue-Engineering wurden verschiedenste Techniken ausprobiert 
urn eine Medien-Perfusion von dreidimensionalen Geriisten (Scaffold) zu erreichen 
Der uneffektiveste Weg hohe Zelldichten auf dem Gerustmaterial zu erreichen ist die 
Kultivierung in statischer Kultur (Ishaug-Riley, 1998). Unterschiedlichste Versuche 
zur Erhohung der Besiedlungsdichte in groBere Tiefen des Materials 200-300 urn 
wurden gemacht. Goldstein et al. (1999) versuchten die Kultivierung der Geruste in 
Roller-Flaschen, Shea et al. (2000) untersuchten die Kultivierung von PLGA-Schaum 
in Spinner-Flaschen. Beide erreichten nur geringfugig bessere Resultate gegenuber 
der statische Kultivierung. AuSerdem birgt die Kultivierung sproden Materials in einer 
bewegten Kultur die Gefahr der Beschadigung der Gerustmaterialien. 
Deshalb erscheint ein fixiertes Gerust in bewegtem Medium als die bessere 
W§P Alternative. Dies wurde realisiert in einer dynamischen Kultur (Davies et al 1999) 
Das Materialist fixiert in einem 50 ml RohrengefaS, gefullt mit 40 ml Kultur-Medium. 
Das gefaS ist fixiert auf einer exzentrisch rotierenden Scheibe mit der 
Befestigungsmoglichkeit fur max. 8 konische GefaGe. Die Autoren beschreiben eine 
deutlich bessere Besiedlung in den tieferen Regionen der Geruste als in normalen 
bewegten Kulturen. Uberdies gelang so die Kultivierung auf sproden 
Calciumphosphate Gerusten uber 8 Wochen ohne Beschadigung. Dies System ist 
einfach und leicht zu handhaben, erlaubt aber keine kontrollierte Begasung und 
keinen kontinuierlichen Medienaustausch Ferner ist keine Prozesskontrolle ohne 
Unterbrechung der Kultivierung moglich. 

Auf dem Markt befinden sich derzeit zwei Kammer-Systeme, produziert vun Minuth- 
Tissue (DE0003923279C2 , US 0005665599A) und Cell-Lining. Diese kleinen 
Perfusionskammern erlauben einen kontinuierlichen MedienfluS durch die Kammer 
und ermoglichen die Kultivierung von adharenten Zellen auf einer Membran, die 
beidseitig vom Medium angestromt werden kann. Die Gehause sind groS genug urn 
auch dreidimensionale Geruste aufzunehmen, sie erlauben aber nicht die Fixierung 
der Geruste in der Form, das das Medium ausschlieBtich durch die Poren der 
Geruste strdmt. Trotzdem erscheinen diese Systeme geeignet fur di 
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zweidimensionale Kultivierung von Epithel und Nierenzellen (Minuth et al 2001 
Schuhmacher et al. 2002) und die dreidimensionale Kultivierung von Knorpel 
(Sittinger et al. 1994) der Mangel der erzwungenen Perfusion vdn Gerusten reduziert 
die Chance fur eine erfolgreiche Kultivierung dreidimensionaler Kuturen mit 
hdherem Sauerstoffbedarf. 

Ein weiteres System mit drei parallel liegenden Kammern fur die Perfusion 
dreidimesionaler Geruste durch hydrostatischen Druck wurde von Goldstein et al 
(2001) vorgestellt. 

Die Erfindung ist eingebettet in ein volumenoptimiertes Kultivierungssystem 
bestehend aus zylindrischem AuBen- und konischem InnengefaB, mit Deckel zum 
Einbringen und Anordnen von AnschluBstutzen, MeBsonden etc. sowie 
Einrichtungen zum gas- und flussigkeitsdichten sowie sterildichten Verbinden von 
AuBengefaB, KultivierungsgefaB, Deckel und Einbauten. Ein ahnliches 
Reaktionssystem mit konischem InnengefaB ist in DE 19710650 A1 beschrieben 
- Insbesondere der Deckel, der in der Regel aus einer Metall- oder Kunststoffscheibe 
besteht, wird mit einer Vielzahl von AnschluBstutzen, MeBsonden etc. versehen die 
unterschiedlichste Aufgaben zu erfullen haben. Diese Auf- oder auch Einbauten 
sind je nach Anwendungsfall in kleinerer oder groSerer Anzahl erforderlich wobei 
der Deckel relativ dicht bestuckt wird. Eine Mindestanzahl von Ein^ bzw Aufbauten 
hat emen Mindestdeckeldurchmesser zur Folge. Durch die konische Ausformung ist 
eine Arbeitsvolumenreduzierung vorgegeben. Durch geeignete Einbauten Sonden 
und penphere Pumpen wird eine Konditionierung des Mediums (pH, p02 Temp 
Mischung) sowie ein Perfusidnsbetrieb ermoglicht. 

4. Biotech nologisches Reaktionssystem 

Der Erfindung liegen zwei Oberlegungen zugrunde. Zum einen das 
Reaktionssystem der eingangs beschriebenen Art so auszubilden, daB bei~einer 
Mindestanzahl von Ein- und Aufbauten ein moglichst kieines Reaktions- bzw 
Kultivierungsvolumen entsteht wobei das Fullvolumen in einem weiten Bereich 
variiert werden kann und zum anderen hieraus ein modulares Reaktionssystem zu 
schaffen, daB es ermoglicht, unterschiedlichste Tragermaterialien mit 
unterschiedlichster Formgebung kontrolliert mit Kulturmedium zu urn- und 
durchstrdmen, urn eine optimale Versorgung der Zellen zu gewahrleisten Zum 
anderen durch Austausch weniger Bauteile eine Anpassung an unterschiedlichste 
Verfahren und Tragermaterialien zu erreichen. 

ErfindungsgemaB wird dies dadurch erreicht, daB das Reaktionssystem eine 
zylindrische-, konische AuBenform oder eine Kombination aus Beidem besitzt der 
Innenraum kann in GrdBe und Form den vorgesehenen Materialien angepaSt 
werden. Durch einen vor und hinter der Kammer gelegenen Konus mit Bohrung ist 
eine gleichmaBige Durch- und Umstromung der eingebrachten Materialien 
gewahleistet. Durch ein englumiges in der Hohe verstellbares Rohr kann die 
Eintauchtiefe in das umspulende Kulturmedium eingestellt werden. Durch eine 
Pumpe wird das Medium im Kreislauf gefuhrt. Durch Regelung der Pumpe kann die 
Duchstrdmungsgeschwindigkeit variiert werden. 

Das konische InnengefaS hat im unteren bereich eine zylindrische Anformung mit 
Flachboden zur Aufnahme eines magnetgekuppelten Ruhrelements mit Propeller zur 
Durchmischung und Gasversorgung, das so ausgefuhrt ist, das durch ein Maximum 
von Verdrangung ein Minimum an zirkulierendem Medium erreicht wird. 



5. Applikationsbeispiel 
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Das Bio-Reaktor-System ist einsetzbar fur die Erzeugung von in vitro Knochen 
Implantaten. Fur diesen Zweck werden Zellen mit dem Potential der Bildung einer 
extrazellularen Matrix und spateren Mineralisation dreidimensional auf geeignetem 
biokompatiblen und bioresorbierbarem Gerust-Material kultiviert. Aus dem Femur 5 
Wochen alter weiblicher Ratten werden osteogene Zellen isoliert und auf 
macroporosen mit interkonnektiven Poren versehenen Beta-Tricalcium-Phosphat- 
GerQst-Strukturen (Scaffold) angesiedelt. Jedes Scaffold mit einem Totalvolumen 
von 1 cm 3 wird mit 10 'Millionen Zellen beimpft und fiir 12 Stunden inkubiert, urn den 
Zellen die Anheftung an das Material zu ermSglichen, bevor es in den Bio-Reaktor 
eingebracht wird. 

Fur die Langzeitkultivierung osteogener Zellen Qber mehr al 7 Tage ist ein 
kontinuierlicher Medienaustausch einem Batchweisen Austausch vorzuziehen. Trotz 
des sehr viel komplexeren Bio-Reaktor-Aufbaus verringert sich dadurch der Aufwand 
an Arbeiten wahrend der Kultivierung und damit die Gefahr der Kontamination. 
AuGerdem gewahrleistet dieses Verfahren eine gleichmaSige Kultivierung und 
entspricht am ehesten der Situation in vivo. 

Uber den gesamten Kultivierungszeitraum wurden zwei unterschiedliche Medien 
eingesetzt. Wahrend der ersten 7 Tage wurde ein Proliferationsmedium fQr den 
Medien-Austausch eingesetzt. Ab des 7. Tages bis zum Ende der Kultivierung wurde 
ein Differenzierungsmedium zum Austausch verwendet. Mit diesem Medium wurden 
die die Proliferation unterstiitzenden, die Differenzierung jedoch verringernden 
Cytokine kontinuierlich entfernt urn das Zellwachstum zu verringern und die Zell- 
Differenzierung zu erhohen. Pro Tag wurde 10 ml Medium ausgetauscht. 
Fiir die Untersuchung der Zell-Proliferation und Differenzierung unter diesen 
Kulturbedingungen wurden mehrere Parameter ( Fig. 2 und 3.) uberwacht. Die L- 
Lactat-Produktion zeigt die metabolische Gesamtaktivitat der Zellen, losliche 
alkalische Phosphatase und Osteocalcin reprasentieren vorherrschende Marker fiir 
osteogene Differenzierung, freigesetzte Lactat-Dehydrogenase weist auf tote Zellen 
hin. Die Gesamtanzahl an Zellen wurde durch DNA-Fluoreszenzfarbung mit Hoechst 
33258 gemessen. Diese invasive Methode erfordert die komplette Homogenisierung 
der Zellen und des Gerustmaterials. 
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Fig. 1: L-lactat Produktionsrate, freigesetze Lactat-Dehydrogenase, und alkalische 
Phosphatase Produktionsrate bei Kultivierung im Bio-Reaktor mit 
kontinuierlichem Medienaustausch. 
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Fig. 2: Osteocalcin Konzentration im Oberstand bestimmt mit ELISA und 
s^y Gesamtzellzahl in den Scaffolds gemessen durch DNA-Fluoreszenzfarbung 

mit Hoechst 33258 



Wie die L-Lactat Produktionsrate zeigt, tommies am Anfang zu einem schnellen 
Wachsen der Zellen und einer folgenden stationaren Phase, die darauf hinweist, das 
die Zellen die makroporose Oberflache der Geriiste komplett besiedelt haben und 
nun die Phase der Differenzierung erreicht haben. Dies wird bestatigt durch die 
Poduktionsrate der ISslichen alkalischen Phosphatase (Fig. 1) und letzlich durch die 
Produktion von Osteocalcin, das direkt mit der Mineralisation zusammenhangt (Fig. 
2). Die Gesamtzellzahl ist auf das 4-fache der Anfangszellzahl angestiegen und 
bleibt nun wahrend der verbleibenden Zeit konstant (Fig. 2), als Zeichen des 
ZusammenschlieBens auf dem Gerustrnaterial und Differenzierung in reife, 
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extrazellulare Matrix bildende, nicht prolieferierende Zellen. Das konstante 
Freisetzen von Lactat-Dehydrogenase (LDH) weist auf eine standige Lysierung eines 
kleinen Teils an Zellen hin, der offensichtlich durch neue ersetzt wird. Ein ahnliches 
Verhalten wurde auch schon bei 2-D Kulturen beobachtet. Der hohe LDH Wert am 
Anfang lasst sich zuruckfuhren auf die noch nicht angehefteten Zellen wahrend der 
ersten 12 Stunden, bevor die Geruste in den Bio-Reaktor transferiert werden. Mit 
dem Starten der Perfusion werden diese Zellen aus den Gerusten ausgeschwemmt 
und Lysis entlaSt das Enzym (Fig. 1). 

Zusammenfassend zeigt der Kultivierungsprozess die hohe Eignung fur die 
dreidimensionale in vitro Vermehrung und spatere Differenzierung osteogener Zellen 
auf biokompatiblen und bioresorbierbaren Geriist Materiaiien. 
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Fig. 3: Schematische Gbersicht des Aufbaus eines Perfusionsreaktors mit 
kontinuieriichem Medienaustausch 



Scaffold Halter 



In Fig. 3 ist der Aufbau eines Perfusionsreaktors mit kontinuieriichem 
Medienaustausch dargestellt. Die in dem Scaffold-Halter befindliche mit Zellen 
besiedelte Geruststruktur wird uber die regelbare Pumpe 3 kontinuierlich mit Medium 
durchstromt. Die Gasversorgung wird durch die regelbare Gasmischeinheit mit 
nachgeschaltetem Sterilfiter und Befeuchtung und die kontinuierliche Durchmischung 
mit dem Ruhrelement gewahrleistet das gesamte System wird durch die 
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eingebrachten Sensoren fur p02, pH, Temp und Fullstand uberwacht und geregelt 
Uber die regelbaren Schlauchpumpen 1 und 2 kann kontinuierlich geregelt Medium 
ausgetauscht werden. Eine unter dem ErntegefafJ angebrachte Waage ermittelt 
dabei die DurchfluSrate. 



6. Patentanspruche 

6.1 Verfahren zur Kultivierung von Gewebezellen auf dreidimensionalen 
Strukturen mit geregelter Zwangsdurchstromung. 

6.2 Verfahren nach 6. 1 bei dem das Medium im Kreislauf gefuhrt wird. 

6.3 Verfahren nach 6. 1/6.2 bei dem das Medium kontinuierlich ausgetauscht wird. 

6.4 Verfahren nach 6.1-6.3 bei dem als Gas Luft oder ein anderes zur Versorgunq 
der Zellen dienendes Gas verwendet wird: 

6.5 Verfahren nach 6. 1 -6.4 zur Gewinnung implantierbarer Knochenkonstrukte 

6.6 Reaktionssystem zur Kultivierung von adharenten Zellkulturen oder Geweben 
bei genngen Volumina (7,8), mit einem zylindrischen oder kbnischen 
mehrteiligen Halter fur massive, porose oder partikulare Tragermaterialen mit 
variabler Formgebung mit der Moglichkeit der sequentiellen oder 
kotinuierlichen Durchstromung mit Nahrmedium. 

6.7 Halterohr (6) mit sterilsicherer Klemmung (2) zur Hohenjustierung. 

6.8 konisches GefaB mit zylindrischer Anformung und Flachboden. 

6.9 zylindrisches magnetgekuppeltes Ruhrelement (11) mit aufgesetztem 
Propellerruhrer (1 0) variabler GroGe und Form. 
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Fig. 4 Schnittzeichnung 

Reaktionssystem zur Kultivierung von adharenten Zellkulturen kleiner Volumina 
Bezeichnungsliste: 

1 MefJsonde 

2 Klemmverschraubung und Zulauf fur Zirkuiationspumpe 

3 Rucklauf Zirkuiationspumpe 

4 Deckel 

5 Verbindungsring 

6 Halterohr 

7 Ablaufkorius 

8 variabler f ragerhalter 

9 konisches GefaS mit zylindrischer Anformung fur Ruhrelement 

10 Propellerruhrer 

1 1 Magnetruhrelement 

12 zylindrisches AuBengefaS 
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